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摘要 不 断 发 展 的 微 沫 产业 需要 统一 可 信 的 生物 质 检 测 方法 体系 来 评估 微 沫 研究 、 培 养 及 生产 
中 的 各 种 生物 质 指 标 。 对 目前 常用 的 微薄 生物 质 组 成 的 检测 方法 进行 综述 及 评估 ,以 期 推动 微 


藻 产 业 的 生物 质 分 析 平 台 标 准 化 。 


关键 词 ” 微 菏 生 物质 检测 方法 “” 脂 质 色素 
中 图 分 类 号 [Q815] 
向 藻 光 合作 用 效率 高 .生长 周期 短 .不 占用 耕地 以 


和 基于 高 附加 值 产品 微 藻 产业 化 开 
发 态 '。 应 用 于 研究 的 微 藻 分 为 两 类 :中 用 于 生物 能 源 
的 市 合 甘 油 三 酷 (TAC) 和 淀粉 ( 糖 原 ) 的 微 藻 : 微 拟 球 
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PRG I SPT DFW ,而 不 同方 法 测定 的 结果 差别 较 大 ， 
这 便 得 不 同 实验 室 公布 的 数据 可 比 性 小 ,影响 和 限 第 
了 微薄 代谢 研究 与 微薄 生物 质 产业 的 发 展 。 因 此 不 断 
发 展 的 微 藻 产业 需要 标准 可 信 的 生物 质 检测 方法 体系 
来 评估 微薄 研究 及 生产 等 环节 中 的 各 种 生物 质 指标 。 
本 文 主要 从 微薄 脂 质 、 色 素 、 蛋 白质 .多 糖 测 定 方法 及 
高 通 量 全 组 分 分 析 方法 等 方面 对 目前 微 藻 研 究 中 常用 
的 成 分 检测 方法 进行 全 面 综 述 及 评价 ,以 期 能 够 对 微 
藻 生 物质 的 研究 开发 以 及 分 析 方法 标准 化 起 到 推动 
作用 。 


c 


收 稿 日 期 :2017-01-29 — 修 回 日 期 :2017-03-01 

* 国家 “863” 计 划 (2014AA022004 )、 国 家 自然 科学 基金 
(41406177 ,21576253 ,31470432 ) 资助 项 目 

** 通 讯 作 者 ,电子 信箱 :xuesong@ dicp. ac. cn 


碳水 化 合 物 蛋白质 


1 脂 质 的 分 析 


微 藻 生物 能 源 以 脂 质 研究 为 中 心 。 确 定 不 同 状态 
下 微薄 各 类 脂 质 含量 及 脂肪 酸 组 成 可 为 深入 研究 储 能 
脂 质 的 积累 及 代谢 机 制 提 供 基 本 信息 。 因 此 良好 的 脂 
质 分 析 平 台 可 为 微 藻 脂 质 的 研究 提供 准确 的 基础 
1.1 总 脂 含 量 测定 
脂 质 提取 为 脂 质 分 析 的 第 一 步 。 脂 质 广义 的 定义 
是 指 不 溶 于 水 , 溶 于 有 机 溶剂 的 物质 。 因 此 脂 类 的 极 
性 范围 较 大 ,根据 相似 相 容 原理 ,不 同 的 提取 溶剂 体系 
所 提取 的 脂 类 物质 不 同 , 脂 质 提取 溶剂 体系 的 极 性 差 
异 可 直接 影响 所 测定 脂 质 的 含量 。 常 用 的 微 藻 总 脂 的 
提取 溶剂 体系 主要 有 和 氯仿 -甲醇 (2:1 V/V) 、 氧 仿 - 甲 
醇 -水 (2:2:1.8 V/V/V) ?! ag a i RE e bi N 
(3:2 V/V) 。 利 用 固 相 华 取 柱 (SPE) 将 上 述 4 种 溶 
剂 体系 提取 的 总 脂 进 一 步 分 离 为 中 性 脂 、 糖 脂 及 磷 
JP" CES 1) ,进一步 认识 四 种 溶剂 体系 提取 脂 质 的 差 
异 。 结 果 显 示 , 氧 仿 -甲醇 体系 提取 的 总 脂 含量 最 高 ,其 
中 磷脂 部 分 含量 高 于 其 他 的 提取 溶剂 体系 ,但 将 提取 
物 和 氮气 吹 干 后 不 能 全 部 溶 于 握 仿 ,说 明 握 仿 -甲醇 体系 
的 提取 物质 中 摊 杂 有 非 脂 类 的 极 性 物质 ;正己 烷 溶 剂 
极 性 小 ,提取 的 脂 质 以 中 性 脂 为 主 ,丢失 了 部 分 糖 脂 及 
磷脂 ;氯仿 -甲醇 -水 及 正己 烷 - 异 丙 醇 体系 提取 总 脂 合 
量 相近 ,但 正己 烧 - 异 丙 醇 体系 易 与 藻 泥 中 的 水 在 一 定 
比例 范围 内 不 互 溶 ,造成 提取 不 方便 。 通 过 上 述 对 提 
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取 方法 的 分 析 , 由 Bligh 和 Dyer ”提出 的 氯仿 -甲醇 -水 
(2:2:1.8 隐隐 念 体 系 为 最 适合 微 营 总 脂 提 取 的 溶剂 
体系 。 

传统 的 总 脂 含量 测定 方法 采用 溶剂 提取 后 的 重量 
法 测定 。 油 脂 提取 是 否 完全 取决 于 提取 溶剂 体系 与 脂 
质 的 相 溶 性 及 细胞 的 破碎 程度 。 此 外 ,溶剂 提取 的 总 
脂 不 可 避免 的 包含 非 甘 油脂 类 物质 ,如 色素 、 涡 醇 类 
等 。 而 且 不 同 灌 种 及 不 同 培养 时 期 细胞 壁 的 差异 及 脂 
质 提取 过 程 的 繁琐 操作 通常 导致 所 测定 的 含量 差异 较 
大 。 再 者 ,微薄 总 脂 测 定 的 目的 主要 在 于 了 解 其 含量 
及 脂肪 酸 组 成 变化 。 因 此 越 来 越 多 的 实验 室 采 用 洛 细 
胞 直接 转 酯 化 测定 脂肪 酸 甲 酯 (FAME ) 的 方法 测定 总 
脂肪 酸 含量 , 作为 溶剂 提取 测定 总 脂 的 一 种 车 代 方 
法 号 ”。 该 方法 不 限于 微 藻 种 类 、 细 胞 的 生理 状态 并 
后 包含 脂 质 提取 过 程 , 是 一 种 可 标准 化 的 甘油 酯 人 
量 测定 方法 。 测 定 过 程 包括 酸 催化 转 酯 化 及 气相 色谱 
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BODIPY 505/515 等 荧光 染料 可 特异 性 的 与 微薄 中 人 性 
脂 油 滴 结合 而 在 特定 波长 下 激发 产生 荧光 ,因此 基于 
荧光 分 光 光 度 计 的 快速 测定 微 藻 中 性 脂 含量 的 方法 在 
优良 藻 种 筛选 及 微 藻 培养 过 程 的 脂 质 积累 监测 中 得 到 
广泛 应 用 "1。 然 而 ,常用 的 NR 、BODIPY 505/515 3f 
料 都 有 各 自 的 缺点 。 尼 罗 红 染料 对 不 同 藻 种 的 细胞 壁 
渗透 性 存在 差异 ,导致 染色 效果 差异 大 。 此 外 ,叶绿体 
等 细胞 组 织 的 自发 荧光 会 对 尼 罗 红 荧光 的 测定 产生 干 
Ji^ 。BODIPY 505/515 与 尼 罗 红 荧光 染料 相 比 发 身 
波谱 范围 较 窗 ,不 会 受 微 藻 自 身 荧光 干扰 ,能 够 快速 渗 
透 细 胞 壁 及 组 织 细胞 膜 并 与 油脂 结合 ,但 BODIPY 505/ 
515 本 身 斯 托 克 位 移 较 小 ,因此 在 使 用 荧光 分 光 光 度 计 
测定 油脂 含量 时 也 有 一 定 限制 呈 。 图 2 列 出 了 NR 及 
BODIPY 的 适用 条 件 及 获得 最 优 染 色 效果 的 参数 。 基 
于 尼 罗 红 或 BODIPY 505/515 的 高 通 量 的 定量 方法 可 
用 于 同一 藻 种 内 富 油 藻 株 的 诱 变 或 驯化 筛选 及 群体 间 
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1 4 种 溶剂 体系 提取 总 脂 及 组 成 的 差别 
Fig.1 The total lipid content and composition 
distinction from four kinds of extraction methods 


NL; Neutral lipid; GL: Glycolipid; PL; Phospholipid 


1.2 荧光 染料 法 高 通 量 原 位 测定 中 性 脂 含 量 

富 油 党 种 得 选 是 进行 油脂 代谢 机 制 研 究 及 规模 化 
培养 生产 生物 煤油 的 前 提 。 油 脂 含 量 是 藻 种 筛选 的 重 
要 指标 ,因此 快速 准确、 简便 的 油脂 含量 测定 方法 对 
富 油 藻 种 的 筛选 极其 重要 。 尼 罗 红 (Nile red, NR) 、 
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差异 性 分 析 , 但 由 于 不 同 藻 种 仅 细胞 壁 及 内 部 组 织 
差异 ,此 方法 难以 应 用 于 不 同 藻 种 间 的 差异 比较 。 此 
外 ,值得 注意 的 是 基于 荧光 强度 和 脂 质 含量 的 标准 | 
线 具有 藻 种 特异 性 ,不 能 通用 于 不 同 藻 种 间 。 
1.3 脂肪 酸 成 分 分 析 

基于 气相 色谱 的 微 藻 脂肪酸 分 析 常 被 用 于 评估 微 
藻 油 脂 是 否 适合 生产 生物 柴油 ,而 更 具有 价值 的 是 利 
用 脂肪 酸 分 析 来 精确 定量 各 脂 类 的 含量 及 其 脂肪 酸 组 
成 ,应 用 于 微 藻 油 脂 代谢 相关 分 析 。 
1.3.1 各 类 脂 质 脂肪 酸 的 定性 定量 分 析 ”在 1.1 部 
分 提 到 全 细胞 的 转 酯 化 测定 甘油 酯 含量 避免 了 非 甘油 
类 物质 的 干扰 ,测定 准确 性 高 。 而 利用 SPE 或 薄 层 
色谱 (TLC) 将 提取 的 总 脂 进行 进一步 分 离 ,将 获得 的 分 
离 组 分 分 别 进行 转 酯 化 测定 脂肪 酸 含量 , 此 过 程 能 够 
准确 测定 每 类 脂 质 的 含量 并 确定 其 脂肪 酸 组 成 。 例 
如 ,利用 SPE 将 微 汪 总 脂 分 为 中 性 脂 (NL)、 糖 脂 
(GL) BRIE (PL, CLR ALS WUE) 三 部 分 ,将 每 部 分 脂 质 
经 转 酯 化 和 GC 测定 便 可 确定 三 大 类 脂 质 在 总 脂 及 细 
胞 中 所 占 的 比例 及 各 自 的 脂肪 酸 构 成 ”。 同 样 提取 的 
总 脂 或 SPE 分 离 的 脂 质 部 分 可 利用 TLC 分 离 获得 各 类 
脂 质 组 分 (如 TAG、MGDG .PC 等 )“ ,通过 转 酯 化 反 
应 和 GC 测定 其 脂肪 酸 甲 酯 的 含量 又 可 获得 每 一 类 脂 
质 的 含量 及 脂肪 酸 组 成 ” 。 通 过 上 述 预 分 离 - 转 酯 化 - 
GC 测定 的 方法 能 够 完整 的 认识 微 藻 脂 质 的 构成 ,这 能 
为 研究 微 藻 脂 质 代谢 和 认识 胁迫 条 件 下 微 藻 TAG 的 积 
累 机 制 提供 重要 基础 。 
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荧光 染料 选择 : 尼 罗 红 或 BODIPY 


检测 目标 
， 相 对 或 绝对 定量 : 


BODIPY 
， 可 视 的 油 滴 成 像 : 


尼 罗 红 或 


BODIPY 


BODIPY 


检测 仪器 


染色 剂 选择 
eer era ee a, 
依赖 型 ， 可 通过 文献 数据 选择 
Yu 
“BELA REIR DUE 
BODIPY 


最 优化 染色 参数 


染色 液 准 备 及 储存 


ORO 

， 分 装 存储 于 -20% ， 最 久 可 
存 30 天 (避免 荣光 的 消失 ) 
单 次 使 用 ， 避免 重复 冻 存 


cell/ml 


染色 时 间 
， 最 优 的 染色 时 间 具 有 藻 种 特 


细胞 浓度 


， 线 性 浓度 ; 一 般 最 适 的 细胞 
浓度 范围 为 5x 10-1 x 106 


背景 测定 


染色 剂 浓 度 


染色 剂 的 浓度 火 藻 种 特异 性 

的 一 般 浓度 范围 : 

， 尼 罗 红 : 0.1-2uglm 

* BODIPY:0.04~0.26p¢/ml 
染料 渗透 性 测试 


， 依 据 细 胞 壁 缓刑 成 的 差异 , 可 


色 的 样品 溶液 


异性 ,一般 在 5~15min。 ( 扣除 细胞 的 


此 荧光 及 培养 


BEI ) 
* BODIPY: Ji 


通过 增加 DMSO、 甘 油 及 物理 
处 理 法 ， 增 加 染料 的 渗透 性 。 


和 信 染 色 


( 扣除 培养 基 的 染色 荧 3》 


d 利用 特征 脂肪 酸 快速 定量 TAG 的 含量 强化 
TRG- 的 合成 是 微薄 生物 能 源 领域 的 研究 重点 。 各 种 环 
境 须 迫 ( 包括 光照 营养 盐 pH ERE .温度 等 ) 为 常用 且 
TUI VES TAG 积累 的 手段 。 微 藻 培 养 过 程 需要 监测 
TAG 积累 来 计算 TAG 的 产 率 ,因此 需要 一 种 能 够 快速 
AERE TAG 含量 的 方法 。 虽 然 1.3.1 中 通过 TLC 分 
Bieb Wb E-GC 测定 的 方法 能 够 进行 TAG 的 测定 ,但 此 
方 竹 存在 耗 时 长 .样品 需要 量 较 大 等 问题 。 不 同 微 藻 
的 医 肪 酸 的 构成 具有 特异 性 。 但 一 般 来 说 , 多 不 饱和 
脂肪 构 主 要 分 布 于 极 性 甘油 酯 中 ,而 饱和 及 单 不 饱和 
脂肪 酸 则 富 集 于 TAG 中 。 通 常 胁迫 条 件 下 TAG 的 积 
累 会 伴随 着 极 性 甘油 酯 的 减少 ,因此 胁迫 后 TAG 积累 
的 含量 可 能 与 饱和 脂肪 酸 呈 正 相关 ,而 与 多 不 饱和 脂 
肪 酸 呈 负 相 关 。 已 有 研究 表明 , 微 藻 脂肪 酸 中 存在 特 
征 脂肪 酸 ,在 一 定 范围 内 其 变化 与 TAG 含量 呈 线 性 相 
关 , 由 此 表征 TAG 积累 的 程度 。 例 如 ,湛江 等 鞭 金 车 
(Isochrysis zhangjiangensis ) 的 脂肪 酸 C18:1n9 和 C18: 
4n3 分 别 与 中 性 脂 含量 程 正 相关 、 负 相关 ,相关 系数 
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图 2 荧光 染色 法 染色 剂 选择 及 最 优 染 色 参 数 ” 


Fig.2 The choice of fluorescent staining and optimization of staining parameters 


量 ,来 快速 测定 TAG 的 含量 。 这 是 一 种 “以 点 带 面 "的 
测定 方法 ,实现 快速 准确 测定 TAG 含量 。 
1.3.3 利用 微 通 道 反 应 器 进行 快速 脂肪 酸 成 分 分 析 
常规 的 酸 催化 转 酯 化 反应 时 间 为 1h 左右 ,往往 是 脂 
肪 酸 成 分 分 析 的 限 速 步骤。 为 实现 快速 脂肪 酸 成 分 分 
Tir ,利用 具有 高 效 传 质 传 热 的 微 通 道 反 应 器 进行 微薄 
脂 质 的 转 酯 化 ,可 大 大 缩短 转 酯 化 时 间 ,从 而 缩短 脂肪 
酸 成 分 分 析 时 间 。Liu 47 使 用 微 通道 反应 器 ,建立 了 
微 通道 内 最 低 30 pug. 油脂 的 快速 转 酯 化 方法 ,整个 转 酯 
化 反应 仅 需 20min。 最 新 研究 可 实现 微 藻 新 鲜 藻 细胞 
在 微 通 道 的 直接 转 栈 化。 此 工艺 的 建立 大 大 简化 了 样 
品 的 前 处 理 过 程 ,为 实现 微薄 培养 过 程 中 实时 在 线 监 
测 脂肪 酸 变化 提供 了 可 能 。 
1.4 脂 质 高 效 液 相 色 谱 ( HPLC) 分 离 及 基于 HPLC/ 
MS" 的 脂 质 分 析 
HPLC 技术 被 广泛 应 用 在 脂 质 分 析 中 。HPLC 对 甘 
油 酯 的 分 析 包 括 正 相 色 谱 (NPLC)、 亲 水 作用 色谱 
( HILIC) 对 脂 类 的 分 离 , 以 及 反 相 色谱 ( RPLC) 对 脂 质 


lim 


ce 


( 尼 ) 分 别 为 0.996 0 和 0.978 7°), Heeb, = fa ete BE 
( Phaeodactylum tricornutum) Jd AU EK EE ( Nannochloropsis 
oceanica ) ,/|\ PRI ( Chlorella pyrenoidosa ) 中 特征 脂肪 酸 
的 含量 与 TAG 积累 也 呈 良 好 相关 性 (图 3)” 。 基 于 
特征 脂肪 酸 与 TAG 含量 间 良 好 的 线性 相关 性 ,通过 汇 
细胞 直接 转 酯 化 -GC 测定 细胞 特征 脂肪 酸 相 对 百 分 含 


分 子 不 同 种 类 的 分 离 。 

正 相 及 亲 水 分 离 模 式 主要 利用 脂 质 极 性 的 差异 进 
行 各 脂 类 的 分 离 。NPLC 主要 采用 硅胶 柱 和 二 醇 基 柱 
分 别 对 中 性 脂 和 极 性 脂 进行 分 离 ”' 。HILIC 是 近年 发 
展 起 来 的 一 种 色谱 分 离 模式 ,使 用 RPLC % FH Zi 
甲醇 ,水 等 作为 流动 相 ,改善 了 NPLC 对 脂 类 的 分 离 必 
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图 3 三 株 产 油 微薄 与 TAG 含量 的 线性 相关 性 ”1 
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ica, the correlation coefficients of C16 :0 and EPA with TAG content were 0. 94 and 0. 97, respectively 


Fig.3 Correlations between characteristic fatty acids and triacylglycerol ( TAG ) content 
in P. tricornutum (a), N. oceanica IMETI (b) and C. pyrenoidosa (c) 
C16:0, C16:1n7 and EPA were determined to be characteristic fatty acids in P. tricornutum, the correlation coefficients of C16 :0, C16 :1n7 


EPA with TAG content were 0.96, 0.94 and 0. 97, respectively (b) C16 :0 and EPA were determined to be characteristic fatty acids in N. 


(c) CI8:1 and C18 :3 were 


fetetmined to be characteristic fatty acids in C. pyrenoidosa, the correlation coefficients of C18;1 and C18;3 with TAG content were 0.91 and 


0799 , respectively 


须 使 用 无 水 的 低 极 性 溶剂 体系 的 缺点 ,使 得 HILIC 与 
质 详 具 有 更 好 的 兼容 性 。 利 用 HILIC 对 微薄 及 植物 中 
的 出 脂 、 磷 脂 和 甜菜 碱 脂 分 离 分 析 已 有 报道 吕 2 。 
NPEC 或 HILIC 可 对 脂 类 进行 定量 测定 ,一 般 采 用 荧 发 
瘤 多 时 检测 器 (ELSD ) 作为 检测 器 ” 。ELSD 是 一 种 通 
用 型 质量 检测 器 ,可 以 用 于 无 紫外 吸收 的 脂 类 检测 。 
{PLL SD 存在 易 受 测定 环境 影响 及 重复 性 差 的 问题 ,而 
sis HPLC 对 脂 类 定量 测定 使 用 较 少 。 

RPLC 对 脂 质 分 子 的 分 离 一 般 采 用 C18 柱 或 C8 
柱 ,依据 脂 质 分子 酰 基 链 的 长 度 及 所 含 双 键 的 数目 对 
脂 质 分 子 进行 分 离 。 脂 质 分 子 在 反 相 色谱 柱 的 保留 基 
本 符合 等 价 碳 原子 数 规律 (equivalent carbon number , 脂 
质 分 子 保留 时 间 顺 序 等 于 酰基 链 总 的 碳 原子 数 减 2 倍 
的 双 键 数 ) 5 , 即 等 价 碳 原子 数 相同 的 脂 质 分 子 保留 时 
间 相近 ,等 价 碳 原子 数 越 大 其 在 反 相 柱 的 保留 越 强 。 
一 般 微薄 中 的 脂 质 分 子 数目 较 多 ( > 100 个 ) ,RPLC 下 
对 脂 质 的 分 离 存 在 峰 的 交叉 或 重 倒 。 因 此 基于 RPLC 
的 脂 质 分 离 一 般 以 质谱 为 检测 器 进行 脂 质 分 子 种 类 及 
结构 的 分 析 。 
基于 液 相 色谱 串联 电 喷 雾 质 谱 ( HPLC-ESI-MS/ 
MS ) 的 高 通 量 脂 质 分 子 的 定性 定量 分 析 , 可 提供 完整 的 
微 藻 脂 质 种 类 组 成 及 脂 质 分 子 酰基 链 信 息 , 是 脂 质 代 


谢 及 功能 研究 的 有 力 工 具 。 靶 向 的 脂 质 分 析 首 先是 对 
各 脂 类 分 子 组 成 进行 确定 ,可 利用 三 重 四 级 杆 质谱 
(QQQ) Be FRE Vu CFT Be PE Bs T BEIGE CQTRAP ) 中 的 
前 体 离子 扫描 (PIS) 或 中 性 丢失 扫描 (NL) 对 糖 脂 、 磷 
脂 及 甜菜 碱 脂 的 脂 质 分 子 进行 辨认 ,多 次 中 性 丢失 
扫描 对 TAG T ETT STA. mi QTRAP 中 PIS/NL- 
IDA-EPI 模式 可 同时 对 脂 质 分 子 和 酰基 链 辨认 ,但 此 方 
法 对 低 含量 的 脂 质 分 子 酰基 链 的 辨认 率 较 低 。 多 级 反 
应 监测 扫描 (MRM) 可 对 已 确认 的 脂 质 分 子 进行 定量 或 
半 定 量 分 析 ™”!。 非 靶 向 的 脂 质 分 析 研 究 主要 采用 具有 
高 的 分 辩 率 及 分 析 稳 定性 ”的 Q-TOF 质谱 ,但 Q-TOF 
也 存在 二 级 质谱 对 酰基 链 辨 认 率 低 的 缺点 。 脂 质 分 子 酰 
基 链 的 快速 高 通 量 确 定 可 通过 线性 离子 阱 -静电 场 轨道 
WE (LTQ-Orbitrap ) 进行 分 析 , 利 用 其 二 级 或 三 级 碎片 
言 息 确认 每 一 个 脂 质 分 子 酰基 链 构成 。 目 前 微薄 脂 质 分 
子 的 数据 主要 用 于 以 下 方面 的 研究 :中 认识 微薄 脂 质 组 
成 全 貌 ;@) 脂 质 代谢 途径 研究 ;@) 胁 迫 条 件 对 脂 质 组 成 的 
影响 ;由 分 析 与 脂 质 相 关 的 特定 基因 及 酶 的 功能 。 


2 微 藻 色素 分 析 


2.1 叶绿素 及 类 胡萝卜 素 测定 
叶绿素 的 测定 主要 采用 分 光 光 度 计 法 ,利用 混合 
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叶绿素 含量 的 计算 公式 计算 叶绿素 含量 。Ritchie 报道 
了 具有 代表 的 叶绿素 组 成 分 别 为 cnla chla + chlb .chla + 
chle, .chla + chlc, + c, 的 蓝藻 (Cyanopacterra ) , 5x He 
( Chlorophyte ) , FH. 3 ( Dinophyte ) , iE Y ( Diatom ) 及 
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养 及 生产 中 应 用 较 多 。HPLC 法 根据 样品 的 处 理 方式 
不 同 可 分 为 两 种 ,一 种 为 提取 的 色素 样品 不 经 前 处 理 
直接 通过 HPLC 或 HPLC/MS 测定 ,避免 了 皂 化 过 程 
中 虾 青 素 的 降解 ,而 且 可 实现 虾 青 素 、 虾 青 素 酯 、 其 他 


Acaryochloris marina 在 分 别 以 90% 丙酮 .甲醇 及 乙醇 作 
为 提取 溶剂 时 叶绿素 的 计算 公式 ,以 及 通用 性 叶 绿 
素 计算 公式 可 用 于 混合 藻 叶 绿 素 a b.e d 以 及 总 叶 绿 
素 含量 的 计算 ,并 讨论 了 基于 分 光 光 度 法 的 叶绿素 
测定 过 程 中 的 统计 误差 结构 。 上 述 报道 系统 地 研究 了 
微 藻 叶绿素 的 计算 公式 ,能 够 满足 不 同 微薄 及 混合 培 
养 微 藻 的 叶绿素 分 析 的 要 求 。 

微薄 中 类 胡 蔓 卜 素 的 测定 根据 分 析 目 的 不 同 可 分 
PH ICE HPLC 法 。 分 光 光 度 法 主要 是 估算 类 
胡 串 卜 素 总 量 ,虽然 不 同 微 藻 中 类 胡萝卜 素 组 成 具有 
其 三 ,但 最 大 吸收 波长 均 在 470 ~490nm, 因 此 分 光 光 度 
ARF Desa se I PI S 。 当 需要 
XPM AS e dei 214) 4 1, RH HPLC 
涛 进行 分 离 定性 及 定量 。Rodrfguez-Bernaldo de Quirós 
和 EChstar” 综述 了 类 胡萝卜 素 的 样品 提取 、 邱 化 及 基于 
HPLC 分 离 的 色谱 条 件 。Van Heukelem 和 Thomas ^' d 
UCD HPLC ARAURI ME AEREA E ORAE 12 
OROA ERHI. Cuaratini 等 "也 报道 了 基于 
CHORE ERE F RE E, EA 6 株 藻 光 合 色素 的 
HPÉC 分 离 。 值 得 注意 的 是 ,由 于 不 同济 种 问 光 合 色素 
的 维 成 差异 大 ,针对 不 同 的 微 藻 要 进行 色谱 分 离 条 件 
的 矿 化 ,避免 峰 重 释 对 分 析 的 干扰 。 
2.25 虾 青 素 的 测定 

微 藻 来 源 的 是 青 素 受 到 越 来 越 多 的 关注 。 单 细胞 
CERA ZEER YE ( Haematococcus pluvialis ) 能 在 胁迫 条 
件 下 诱导 积累 虾 青 素 ,其 虾 青 素 的 积累 量 可 达 藻 细胞 


类 胡萝卜 素 及 叶绿素 的 同时 测定 ,在 虾 青 素 成 分 确定 
及 虾 青 素 代谢 机 制 研究 中 具有 一 定 应 用 “ ,但 分 析 测 
定 耗 时 长 且 分 离 要 求 高 。 另 一 种 方法 为 虾 青 素 酯 经 皂 
化 或 酶 解 前 处 理 后 进行 HPLC 测定 ,将 虾 青 素 酯 转变 为 
虾 青 素 , HPLC 对 虾 青 素 分 离 及 定量 。 此 方法 可 简化 样 
品 的 组 成 ,使 HPLC 分 析 更 加 简单 。 目 前 虾 青 素 测定 的 
国标 GB/T 31520-2015 是 采用 时 化 后 HPLC 测定 的 方 
法 0。 但 此 方法 的 皂 化 条 件 苟 刻 , 皂 化 过 程 中 碱 溶液 的 
浓度 、 皂 化 温度 及 时 间 均 会 影响 拒 化 的 效率 及 虾 青 素 
的 稳定 性 。 酶 解法 作为 一 种 温和 的 水 解 方式 被 生产 是 
青 素 的 国内 外 公司 应 用 ,所 使 用 的 胆固醇 酯 酶 不 仅 能 
够 完全 水 解 虾 青 素 酯 ,而 且 不 易 造 成 虾 青 素 的 氧化 ,可 
以 更 加 准确 的 确定 虾 青 素 的 含量 。 


3 微 薰 碳水 化 合 物 测定 


微 藻 碳 水 化 合 物 主要 以 多 糖 的 形式 存在 于 细胞 
中 ,包括 以 葡萄 糖 为 单 糖 基 的 淀粉 (如 莱茵 衣 藻 、 亚 心 
JE BSR) 、 糖 原 ( 如 螺旋 藻 、 集 胞 藻 等 蓝藻 ) 、 昆 
布 多 糖 ( 如 金 藻 、 微 拟 球 藻 ) ,纤维 素 和 掺 有 其 他 单 糖 
(如 半 和 乳糖 .果糖 、 鼠 李 糖 、 岩 藻 糖 \ 甘 露 糖 .阿拉伯 糖 、 
木 糖 等 ) 的 多 糖 。 

传统 的 总 碳水 化 合 物 含量 测定 方法 主要 有 硫酸 - 共 
酚 法 “ .硫酸 - 意 酮 法 等 。 此 两 种 方法 均 可 以 直接 
测定 单 糖 、 寡 糖 和 多 聚 糖 ,测定 成 本 低 、 速 度 快 ,在 
30min 内 即 可 完成 测定 , 且 微 藻 样 品 用 量 较 少 ,5mg 以 
内 即 可 分 析 。 然 而 它们 的 缺点 在 于 不 同 的 单 糖 与 茶 酚 


干 重 的 1.0% ~4.0% ,因而 被 公认 为 是 天 然 虾 青 素 的 
最 佳 生 物 来 源 。 雨 生 红 球 藻 中 的 是 青 素 具 有 38 ,3'S 全 
反 式 手 性 结构 ,主要 以 虾 青 素 单 酯 形式 存在 , 另 含 有 少 
量 游离 虾 青 素 及 虾 青 素 双 酯 。 全 反 式 虾 青 素 不 稳定 ， 
在 提取 测定 过 程 中 容易 受热 . 光 、 金 属 离子 等 影响 转变 
为 9-cis 和 13-cis 虾 青 素 。 

雨 生 红 球 藻 中 虾 青 素 含量 的 测定 可 采用 分 光 光 度 
法 或 HPLC 法 。 分 光 光 度 法 首先 利用 5% KOH-3096 甲 
醇 溶液 加 热 10min 左右 破坏 叶绿素 ,然后 二 甲 基 亚 硕 
(DMSO ) 提取 虾 青 素 ,ODusm 测 定 其 吸光 度 值 以 计算 是 
FRU! 。 此 方法 能 够 快速 估算 虾 青 素 含量 ,在 培 


或 意 酮 试剂 的 显 色 深 度 有 较 大 差异 ,如 果 以 单一 的 糖 
类 ( 如 葡萄 糖 ) 作 为 标准 品 进行 校正 ,会 在 含 较 多 非 区 
萄 糖 基 的 测定 中 造成 较 大 误差 “ 。 因 此 ,此 两 种 方法 
适用 于 单一 糖 类 占 优 势 的 总 碳水 化 合 物 含量 的 快速 测 
定 。 此 外 ,硫酸 -苯酚 法 对 操作 的 要 求 比 硫酸 - 意 酮 法 更 
加 严格 , 浓 硫 酸 加 入 方式 对 显 色 有 很 大 影响 ,而 硫酸 - 意 
酮 法 操作 相对 简便 ,准确 度 高 ,是 较为 理想 的 微 藻 总 碳 
水 化 合 物 测定 方法 。 
近年 来 发 展 了 利用 GC 或 HPLC AIA or Hr E 
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糖 和 各 单 糖 比例 的 方法 ,可 以 排除 不 同 单 糖 的 影响 ,从 
而 较 准 确 的 获得 总 糖 含 量 。 微 藻 多 糖 经 过 水 解 成 单 糖 
后 ,可 采用 糖 膊 或 糖 醇 衍 生化 - GC" PMP 衍生 
化 -HPLC 直接 HPLC ”等 方法 进行 检测 。GC 
Kil ORE RO 4) 9E HPLC 更 高 ,分 离 效 果 更 好 ,但 所 
需 衍生 化 时 间 较 长 ,操作 相对 复杂 ,衍生 化 产物 不 稳 
定 "!。 总 体 来 讲 , 利 用 色谱 检测 碳水 化 合 物 的 方法 操 
作 步 又 较 多 , 耗 时 较 长 ,需要 复杂 精密 的 仪器 设备 , 因 
此 测定 成 本 较 高 ,适用 于 需要 精确 定量 的 碳水 化 合 物 
测定 。 

淀粉 作为 绿 藻 和 部 分 红 藻 光合 固 碳 的 积累 物 ,在 
生物 能 源 、 生 物 材 料 等 领域 有 广泛 的 应 用 “"" 。 微 藻 淀 
粉 是 由 葡萄 糖 通过 a-1 ,4 糖苷 键 和 少量 a-1 ,6 BETTE 
连接 组 成 的 多 糖 "" ,因此 其 测定 通常 经 历 "水 解 -葡萄 
BE" 两 步 。 淀 粉 水 解 的 方法 包括 酸 水 解 和 酶 水 
Boo WRK AiR EEE h 30% 高 氮 酸 ”或 稀 盐酸 0 完 
腾 其 水 解 较为 彻底 ,但 专 一 性 较 差 , 非 淀 粉 类 的 寡 粮 
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质 干扰 物质 或 提取 液 的 干扰 导致 显 色 的 偏差 (如 Lowry 
YE BCA 法 ) ; 微 党 蛋白质 氨 基 酸 组 成 与 标准 物质 (如 
BSA) 的 偏差 将 导致 显 色 程 度 的 差异 (如 Bradford 法 )， 
影响 蛋白 质 含量 的 确定 ,等 等 。 因 此 ,在 具有 不 同 氨基 
酸 组 成 的 不 同 微 藻 种 间或 者 同 种 微 藻 在 不 同 的 培养 条 
件 下 利用 化 学 比 色 法 测定 的 蛋白 质 含 量 可 比 性 
gras 1, 

N 含量 换算 法 是 利用 元 素 分 析 仪 或 凯 氏 定 氮 仪 测 
定 微 藻 生 物质 N 含量 ,再 通过 N- 蛋 白质 换算 因子 计算 
蛋白 质 含量 。 此 法 受到 非 蛋白 质 含 N 化 合 物 (如 核酸 、 
叶绿素 等 ) 的 干扰 ,但 与 化 学 比 色 法 相 比 干扰 的 程度 相 
对 较 少 ,目前 正 逐 渐 得 到 应 用 “i 。N 含量 换算 法 的 核 
心 在 于 确定 N- 蛋 白质 换算 因子 的 大 小 。 换 算 因 子 在 不 
同 的 N 含量 测定 方法 和 不 同 种 类 的 微 藻 中 不 同 。 例 
如 ,以 Lowry 法 测定 的 微 藻 蛋白 质 含量 为 标准 ,元 素 分 
析 仪 测定 N 含量 对 栅 藻 等 绿 藻 和 螺旋 藻 等 蓝藻 的 蛋白 
质 换 算 因子 为 4.44, 而 凯 氏 定 氮 仪 测定 N 对 蛋白 质 的 
换算 因子 则 为 更 高 的 5.95'” Lourenço 等 .通过 分 
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FRED Ju EWKA et Ch t EET ERE OD 
SHUR) 的 测定 。 为 了 提高 淀粉 水 解 的 专 一 性 , 目 
衣 王 遍 采 用 酶 水 解 的 方法 , 即 在 高 温 糊 化 后 ,由 oa- 淀粉 
酶 sg- 淀 粉 葡萄 糖苷 酶 等 ”水解 糖 车 键 得 到 单 体 葡萄 
粮 > 但 此 法 获得 的 产物 除了 葡萄 糖 外 还 可 能 存在 水 解 
不 绒 全 的 可 溶性 低 聚 糖 ,如 果 后 续 步骤 中 以 酶 法 (如 
GÓPOD 15 7 ,NADH 酶 偶 联 法 ) 或 者 HPLC 法 专 一 
地 测定 葡萄 精 !'5 ,将 导致 结果 偏 小 。 为 了 保证 水 解 不 
完 争 的 可 溶性 低 聚 糖 与 葡萄 糖 均 被 测 到 ,可 以 采用 化 
学 法 (如 硫酸 - 意 酮 法 ) 测定 酶 水 解 产物 中 的 可 溶性 总 
糖 , 即 采用 “ 酶 法 水 解 -化 学 法 测 可 溶性 总 糖 ”的 策略 ， 
提高 淀粉 测定 的 准确 性 。 


4 (iE XE 


微 藻 蛋 白质 含量 是 评价 微 藻 生物 质 品 质 的 重要 指 
标 。 微 藻 蛋 白质 含量 的 测定 方法 包括 化 学 比 色 法 、N 
含量 换算 法 和 氮 基 酸 组 成 加 合法 。 化 学 比 色 法 通常 是 
将 微 菠 生物 质 置 于 碱 性 条 件 下 (如 0. 5mol/L 
NaOH 2? ) ,使 蛋白 质 完全 可 溶 , 再 通过 常规 的 Lowry 
°°! Bradford 3 7" BCA 157" 等 进行 蛋白 质 的 测定 。 
此 法 无 需 复杂 的 仪器 设备 ,操作 简便 快速 ,缺点 在 于 影 
响 检测 准确 性 的 因素 较 多 。 例 如 , 蛋白质 的 溶解 程度 
直接 影响 蛋白 质 总 量 的 测定 ; 微 藻 细胞 内 其 他 非 蛋白 


ES. 


Br 12 种 不 同 微 藻 在 不 同 培养 条 件 下 N 含量 与 氨基 酸 
含量 的 关系 ,得 到 N- 蛋 白质 换算 因子 平均 在 4. 78 + 
0. 62 .螺旋 党 作为 目前 国内 外 产业 化 生产 规模 最 大 的 
微 攻 ,其 主要 营养 物质 蛋白 质 的 测定 仍然 借鉴 食品 中 
凯 氏 定 氮 法 的 N- 蛋 白质 换算 因子 6.25®, 由 此 可 能 使 
得 测定 结果 高 于 实际 蛋白 质 水 平 。 因 此 在 利用 NN 含量 
换算 法 之 前 仍 需 对 待 测 微 落体 系 作 较 为 准确 的 换算 因 
子 评估 。 

氮 基 酸 组 成 加 合法 被 认为 是 目前 最 准确 的 蛋白 质 
含量 测定 方法 “: 。 通 过 标准 的 酸 水 解 (6mol/L HCl, 
110°C ,18h) 过 程 ,将 蛋白 质 水 解 成 氨基 酸 ,再 通过 
HPLC 分 析 氨 基 酸 含量 , 回 算 和 蛋白 质 的 总 量 。 此 法 主要 
受 蛋 白质 水 解 程度 的 影响 。 微 沾 生 物质 在 水 解 之 前 需 
研磨 过 80 目 得 ,保证 足够 细 度 使 得 酸 水 解 作用 充分 。 
氨基 酸 组 成 加 合法 可 以 同时 得 到 氨基 酸 组 成 的 信息 ， 
但 测定 时 间 较 长 ,不 适合 于 微 菠 培 养 过 程 的 质量 监控 。 


5 高 通 量 组 分 分 析 技 术 


近年 来 ,高 通 量 的 微 藻 组 分 检测 技术 得 到 不 断 发 
展 。 基 于 红外 光谱 、 拉 曼 光 谱 及 热 重 等 的 检测 技术 在 
微 深 生物 产业 得 到 广泛 的 应 用 。 


(D GB/T 5009. 9-2008 食品 中 淀粉 的 测定 
2) GB/T 16919-1997 食用 螺旋 藻 粉 
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4 FTIR 应 用 于 总 脂 和 总 糖 售 量 测定 (a、b) RHA (cd) BARTAN (e f) I^ 
Fig. 4 The detail information of FTIR application in lipid and carbohydrate determination (a, b), microalgal 
strains screening (c, d) and monitoring cell composition dynamics (e, f) 
The correlation of lipid/amide I or carbo/amide I ratio from FTIR spectrometry and corresponding lipid (a) or carbohydrate (b) content from 
traditional chemical method ; The relative lipid (c) and carbohydrate (d) content of microalgae determined by FTIR spectroscopy. In X-axis the 
number represents different algal strains. 1; Porphyridium cruentum; 2; H16; 3: Tetraselmis subcordiformis ; 4: Scenedesmus obliquus; 5 : Isochrysis 
sp. ; 6: Chaetoceros sp. ; 7: C. pyrenoidosa. The time-course variation of metabolite contents of I. zhanjiangensis measured by traditional chemical 


method (e) and FTIR (f) 


5.1 传 里 叶 变换 红外 光谱 质 特异 的 振动 吸收 谱 带 :3 000 ~ 2 800/em 为 C-H 伸缩 
传 里 叶 变换 红外 光谱 (FTIR ) 属于 分 子 光谱 ,可 用 ”振动 ,主要 来 源 于 脂 类 ,1 740/cm 为 脂 和 脂肪 酸 官能 

于 同时 测定 细胞 内 多 种 物质 。 细 胞 内 大 分 子 物 质 如 蛋 ”中 C = 0 的 振动 吸收 峰 ;1 650/em 及 1 540/em 分 别 为 
白质 . 脂 类 核酸, 多糖 等 在 FTIR 中 红外 区 域 均 有 吸 — 与 蛋白 质 中 C = 0 伸缩 振动 及 N -H 的 弯曲 振动 ; 
收 ,因此 对 全 细胞 进行 FTIR 光谱 扫描 可 同时 提供 各 物 1 200 ~900/em 为 糖 类 C - O - C 的 振动 吸收 峰 ,特征 
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谱 带 吸收 强度 与 细胞 内 组 分 的 含量 变化 一 致 。 有 研究 
表明 , 脂 质 及 总 糖 含量 与 特征 谱 带 具 有 良好 的 相关 性 ， 
R? 分 别 为 0.95 FLO. 96/59" ,从 而 使 FTIR Ju fo BL HERD 
yk .培养 过 程 中 生物 组 分 监控 营养 元 素 限制 培养 时 细 
胞 内 碳 源 的 分 配 等 研究 方面 提供 了 一 种 快速 的 监测 方 
法 。FTIR 法 的 优点 在 于 能 够 同时 给 出 细胞 内 脂 质 .总 
糖 .蛋白 质 的 谱 图 ,与 其 他 单一 测定 组 分 的 方法 相 比 其 
缺点 在 于 FTIR 仅 能 给 出 组 分 的 相对 含量 ,难以 对 组 分 
进行 准确 定量 。 
5.2 单 细 胞 拉 曼 光谱 

单 细胞 拉 曼 光谱 技术 实现 了 无 需 标 记 、 无 损 、 高 通 
量 的 活体 单 细胞 单 组 分 及 多 组 分 同时 检测 。 目 前 拉 曼 
光谱 已 应 用 于 单 细胞 的 油脂 、 糖 (淀粉 ) 及 色素 等 的 细 
胞 动态 检测 。Wang 等 '”) 利用 拉 曼 光谱 进行 单个 活体 
ADKF HY TAG 含量 免 标记 测量 ,实现 了 单 细胞 精度 
FE AE HL TE HR TAG 过 程 动 态 定量 监测 。 下 
A 75 以 478 /cm 拉 曼 峰 强 度 作 为 细胞 泻 粉 含量 的 定量 
biete D de ( Chlamydomonas reinhardtii) 及 小 球 藻 
pyrenoidosa ) 进行 了 淀粉 含量 检测 ,结果 表明 该 方 


Clrlamydomonas sp. JSC4 中 脂 质 和 糖 的 含量 研究 油脂 
熙 过 程 , 并 获得 与 传统 化 学 方法 相 媲 美的 测定 结果 。 
Tor 等 "中 利用 拉 曼 成 像 对 雨 生 红 球 藻 ( pluwialis) 
j 虹 青 素 的 分 布 、 浓 度 及 结构 进行 了 原 位 体内 研究 。 
.$- 热 重 分 析 
.CC 热 重 分 析 在 物质 的 热 稳定 性 ,分 解 过 程 等 研究 中 
有 逢 重要 的 应 用 ,能 准确 地 测量 物质 的 质量 变化 及 变 
化 的 速率 。 利 用 热 重 分 析 仪 可 准确 测定 微薄 生物 质 的 
灰分 含量 ,与 常规 马 弗 炉 法 相 比 ,所 需 样 品 量 少 ,精确 
度 更 高 。 由 于 微 藻 生 物质 各 组 分 的 特点 ,在 灰分 测定 
过 程 中 ,失重 的 时 间 不 同 ,通过 质谱 分 析 各 物质 的 失重 
温度 ,利用 失重 曲线 的 微分 线 变化 可 以 获得 碳水 化 合 
物 、 和 蛋白质、 油脂 的 相对 含量 。Liu 等 建立 了 一 种 利 
用 微薄 生物 质 失重 曲线 做 分 线 变 化 来 判断 不 同 培养 条 
件 下 物质 组 成 的 相对 变化 方法 。 

微薄 生 物质 分 析 平 台 是 微 莹 生物 能 源 研究 的 “ 眼 
Wi" ,优良 的 平台 技术 能 够 精准 监测 整个 培养 过 程 中 各 
生物 质 指标 的 动态 变化 ,能 对 各 方面 研究 提供 准确 的 
指导 信息 。 目 前 微薄 生物 质 分 析 技 术 纷 繁多 样 ,造成 
不 同 实验 室 间 的 研究 结果 难以 比较 交流 。 通 过 对 常用 
的 生物 质 分 析 方 法 的 综述 与 评估 ,确定 最 适合 的 分 析 


方法 推进 微 藻 生物 质 分 析 平 台 的 标准 化 。 
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Abstract  Microalgae have been attracted as one of the potential sustainable bioresoucre due to their high 
photosynthetic efficiency , shorter growth cycle and enrichment of lipids, protein, carbohydrate, carotenoid and so 
on. Microalgae have high oil yield per unit area compared with other oilseed crops. In recent years, microalgae 
have been extensively investigated for biodiesel technology and CO, emission reduction simultaneously. In 
addition, microalgae rich in a variety of high-value bioactive substances and have been widely applied in food, 
médicine and feed fields. The microalgal industry and corresponding research call the standard methods to 
eate the cultivated biomass from aspects. It have been reviewed that the methods to examine the most 
insted components in quantification and quality prevail in order to promote the standardization for analysis of 
niieroalgal components in microalgal field. 
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